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ABSTRAK. Bahan baku yang mahal dalam produksi glukoamilase mengakibatkan harga jual glukoamilase 
tinggi. Pemanfaatan biomassa tinggi karbohidrat diharapkan dapat menjadi alternatif bahan baku untuk 
menurunkan biaya produksi enzim tanpa menurunkan kualitas dari produk yang dihasilkan. Aspergillus 
awamori KT-11 diketahui mampu memproduksi glukoamilase dengan memanfaatkan limbah biomassa. 
Tujuan penelitian ini adalah optimasi produksi glukoamilase dari A. awamori KT-11 dengan memanfaatkan 
limbah kulit singkong sebagai substrat alternatif dengan berbagai sumber nitrogen melalui Submerged 
Fermentation (SmF). Variabel yang dilakukan pada penelitian ini yaitu konsentrasi kulit singkong (5-30%), 
sumber nitrogen (kasein hidrolisat, yeast extract dan natrium nitrat). Hasil riset menunjukkan konsentrasi 
kulit singkong dan jenis sumber nitrogen mempengaruhi produksi glukoamilase. Aktivitas glukoamilase 
optimum diidentifikasi ketika konsentrasi substrat kulit singkong sebesar 10% yaitu 3984,935 U/L. 
Penambahan sumber nitrogen yang berbeda mempengaruhi produksi glukoamilase secara signifikan. 
Penambahan yeast extract meningkatkan aktivitas glukoamilase menjadi 4617,894 U/L. 
Kata kunci: Aspergillus awamori KT-11, glukoamilase, kulit singkong, submerged fermentasi (SmF) 
 
ABSTRACT. The expensive price of glucoamylase is due to the high cost of enzyme production. Utilization 
biomass is expected to be an alternative raw material to reduce the cost of producing enzymes without 
reducing the quality of the product. Aspergillus awamori KT-11 is known to be able to produce glucoamylase 
by utilizing biomass waste. This study aimed to optimize glucoamylase production from A. awamori KT-11 by 
utilizing cassava peel as an alternative substrate with variation nitrogen source through Submerged 
Fermentation (SmF). Variables carry out in this study were the concentration of cassava peel (5-30%), 
nitrogen sources (casein hydrolyzate, yeast extract and sodium nitrate). The results showed in the 
concentration of cassava peels and nitrogen sources affect glucoamylase production. The optimum 
glucoamylase activity was 3984,935 U/L in 10% of cassava peel in medium. The other results showed 
different sources of nitrogen significantly influence glucoamylase production. The addition of yeast extract 
increased glucoamylase activity to 4617,894 U / L. 




 Amilase memiliki dua kelas utama yaitu α-
amilase (EC 3.2.1.1) dan glukoamilase (EC 
3.2.1.3). Enzim α-amilase dapat menghidrolisis 
pati menjadi maltosa, glukosa dan maltotriosa 
dengan memutuskan ikatan  1,4-α-D-glikosidik 
diantara unit glukosa yang berdekatan dalam rantai 
lurus amilosa (Pandey et al., 2000). Glukoamilase 
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menghidrolisis unit tunggal glukosa dari ujung 
gula non pereduksi amilosa dan amilopektin secara 
bertahap, menghasilkan glukosa sebagai satu-
satunya produk akhir dari pati dan polimer yang 
terkait (Anto et al., 2006). Tidak seperti α-amilase, 
sebagian besar glukoamilase juga mampu 
menghidrolisis ikatan α - 1, 6 pada titik 
percabangan amilopektin, meskipun pada tingkat 
yang lebih rendah dari ikatan α - 1,4.  
 Glukoamilase dapat diproduksi dengan 
teknik Submerged Fermentation (SmF) (Wang et 
al., 2008), Solid State Fermentation (SSF) 
(Perwitasari et al., 2018) dan liquid fermentation 
(Fujio & Morita, 1996). SmF adalah salah satu 
teknik fermentasi dalam media cair dengan sistem 
aerasi atau agitasi yang berbeda dengan fermentasi 
padat (Malakar et al., 2020). Fermentasi jenis ini 
sangat cocok untuk mikroorganisme yang 
membutuhkan kadar air tinggi untuk 
pertumbuhannya (Sundarram & Krishna Murthy, 
2014). Mikroorganisme yang biasanya digunakan 
untuk memproduksi glukoamilase adalah  
Aspergillus sp., Rhizopus sp., dan Trichoderma 
reesei (Pandey et al., 2000). Aspergillus awamori 
adalah isolat berasal dari Indonesia hasil isolasi 
dari udara teridentifikasi mampu memproduksi 
enzim glukoamilase (Matsubara et al., 2004). 
 Komposisi medium merupakan salah satu 
syarat yang mendukung pertumbuhan 
mikroorganisme dalam memproduksi enzim. Pada 
umumnya, sumber karbon yaitu pati sudah 
terkandung dalam medium produksi. Namun, 
masih diperlukan tambahan campuran mineral 
lainnya. Untuk memenuhi komposisi medium 
tersebut, dibutuhkan biaya yang tinggi untuk 
produksi enzim. Oleh karena itu, bahan yang 
digunakan untuk memproduksi enzim 
glukoamilase ini berpengaruh untuk menurunkan 
biaya produksi (Ubalua, 2014). Efisiensi dan 
penurunan biaya produksi dapat dicapai dengan 
penggunaan medium alternatif sebagai sumber 
karbon dan mineral (Luo et al., 2015). 
 Singkong merupakan salah satu komoditas 
pertanian yang cukup penting di dunia baik dari 
segi sumber pangan maupun sumber pakan 
(Balagopalan et al., 2018). Hal itu disebabkan oleh 
kandungan karbohidrat sebesar 85,97-89,32%, 
protein 1,06-3,55%, serat kasar 5,44-8,63%, kadar 
air 69,03-72,00% dan lemak 0,40-1,33% (Otache 
et al., 2017). Produksi singkong di Indonesia 
mencapai 18,9 juta ton per tahun dan menghasilkan 
limbah kulit singkong mencapai 1,5-2,8 juta ton. 
Padahal, kulit singkong mengandung protein 
sebesar 3,97%, lemak 0,86% dan pati 60,68% 
(Souto et al., 2017). Berdasarkan data tersebut, 
kulit singkong berpotensi untuk dijadikan medium 
alternatif untuk pertumbuhan mikroorganisme 
selama proses fermentasi, sebagai pengganti media 
instan yang harganya mahal Woiciechowski et al., 
2002; Souto et al., 2017. Beberapa riset yang telah 
memanfaatkan kulit singkong sebagai substrat 
untuk bioproduk diantaranya adalah produksi asam 
sitrat (Adeoye et al., 2015), bioetanol (Adekunle et 
al., 2016), gula untuk fermentasi (Bayitse et al., 
2015); (Souto et al., 2017) dan amilase (Sani et al., 
1992).  
 Penelitian terdahulu dalam Perwitasari et al. 
(2018) telah melaporkan produksi glukoamilase 
menggunakan kulit singkong dengan fermentasi 
padat. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan 
aktivitas glukoamilase oleh Aspergillus awamori 
KT-11 melalui fermentasi semipadat atau SmF 
dengan menambahkan berbagai sumber nitrogen. 
Hal ini didasari dari laporan Rodrigues et al. 
(2017) yang menyatakan bahwa stabilitas enzim 
dari produksi SmF lebih stabil dari enzim yang 
didapat dari SSF. 
 
2. METODE PENELITIAN 
Desain riset yang dilakukan pada penelitian 
ini menggunakan metode Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan satu variabel bebas. Pada 
percobaan pengaruh kulit singkong, kondisi 
fermentasi sebagai variabel tetap dan variasi 
konsentrasi kulit singkong sebagai variabel bebas 
(5%, 10%, 15%, 20%, 25% dan 30%). Pada 
percobaan pengaruh sumber nitrogen, variabel 
bebasnya adalah sumber nitrogen (0,2% kasein 
hidrolisat, 0,1 % yeast extract dan 0,32% natrium 
nitrat). Pengolahan data dilakukan dengan uji 
Analisis of variance (Anova) satu arah 
menggunakan Microsoft Excel 2010. Nilai untuk 
uji signifikansi adalah p<0,05. Seluruh percobaan 
dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. 
 Isolat Aspergillus awamori KT-11 koleksi 
Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI, Cibinong 
Bogor, Jawa Barat, Indonesia. Kulit singkong yang 
digunakan berasal dari umbi singkong koleksi 
kebun plasma nutfah Pusat Penelitian Bioteknologi 
LIPI jenis Menti. Potato Dextrose Agar (PDA) 
(Bacto Difco), casein hidrolisat (Oxoid), yeast 
extract (Bacto Difco), serta bahan kimia lain 
dengan kualitas pro analisis.  
 
Preparasi Sampel Kulit Singkong 
Kulit singkong yang diperoleh dicuci bersih 
dan ditiriskan. Kemudian kulit singkong dirajang 
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halus lalu diblender tanpa menambahkan air. Kulit 
singkong siap digunakan sebagai substrat 
fermentasi.  
 
Peremajaan Kultur Isolat  
Isolat yang akan digunakan diremajakan 
terlebih dahulu dari stok kultur isolat A. awamori 
KT-11. Sebanyak satu ose stok isolat diambil 
kemudian digoreskan ke media agar miring PDA. 
Kultur kemudian diinkubasi selama 5 hari pada 
suhu ruang setelah itu isolat siap digunakan (Sani 
et al., 1992). Pemanenan spora dari kultur 
dilakukan dengan menambahkan 5 mL akuades 
steril (Ubalua, 2014) 
 
Pengaruh Konsentrasi Kulit Singkong 
 Tahapan riset pertama yaitu menentukan 
konsentrasi kulit singkong sebagai sumber karbon 
untuk produksi enzim glukoamilase. Pada riset ini, 
kulit singkong sebagai substrat ditambahkan ke 
dalam buffer sitrat fosfat pH 4,8 dengan variasi 
konsentrasi 5%, 10%, 15%, 20%, 25% dan 30% 
(Moorthy, 2002). Media kemudian disterilisasi 
pada kondisi suhu 121 oC, tekanan 1 atm, selama 
15 menit (Najafpour, 2015).  Setelah dingin, 
masing-masing media ditambahkan 5% (v/v) 
larutan spora A. awamori KT-11. Kemudian, kultur 
diinkubasi di dalam shaker dengan kecepatan 120 
rpm pada suhu ruang. Setelah lima hari, kultur 
dipanen untuk melihat aktivitas enzim 
glukoamilase dari berbagai konsentrasi kulit 
singkong. Setiap kultur maupun uji aktivitas enzim 
dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. Konsentrasi 
kulit singkong yang menghasilkan aktivitas 
glukoamilase tertinggi dipilih sebagai variabel 
sumber karbon pada tahapan riset selanjutnya 
(Wang et al., 2008)  
 
Pengaruh Sumber Nitrogen 
  Tahapan selanjutnya yaitu melihat pengaruh 
penambahan sumber nitrogen terhadap produksi 
glukoamilase. Terdapat tiga jenis sumber nitrogen 
yang ditambahkan yaitu 0,2% kasein hidrolisat, 
0,1% yeast extract dan 0,32% natrium nitrat 
(Pedersen & Nielsen, 2000). Masing-masing 
sumber nitrogen ditambahkan ke media yang telah 
mengandung kulit singkong sebagai sumber 
karbon. Tahapan ini dibuat tiga kali pengulangan 
(Uçkun Kiran et al., 2014). Setelah semua siap, 
media disterilisasi pada kondisi suhu 121 oC, 
tekanan 1 atm, selama 15 menit. Setelah media 
dingin ditambahkan spora sebanyak 2 mL. Kultur 
diinkubasi selama 5 hari di dalam shaker dengan 
kecepatan 120 rpm pada suhu ruang kemudian 
diuji aktivitas enzimnya. 
 
Penentuan Aktivitas Enzim  
 Substrat yang digunakan untuk aktivitas 
enzim adalah 5% soluble starch dalam buffer sitrat 
fosfat 4,8. Uji aktivitas enzim dilakukan 
mereaksikan 400 µL substrat dengan 100 µL crude 
enzim pada suhu 60 oC selama 1 jam. Sampel 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10000 
rpm selama 15 menit pada suhu 4 oC (Perwitasari 
et al., 2018). Filtrat kemudian dihitung kadar 
gulanya dengan metode Somogyi, warna yang 
terbentuk diukur serapannya dengan menggunakan  
spektrofotometer pada panjang gelombang λ500 
nm (Somogyi, 1952). Satu 1 mikromol gula 
reduksi yang dihasilkan per menit dinyatakan 






(Konsentrasi glukosa x FP x1000)





 Penentuan produksi gula dari pati dengan 
menggunakan enzim glukoamilase dengan 
aktivitas tertinggi.  Sebanyak 30 gram tepung pati 
ditimbang, ditambahkan 100 mL aquades, 
dididihkan sampai tergelatinisasi dan diinkubasi di 
waterbath suhu 60 oC. Setelah tepung pati stabil, 
ditambahkan 10 mL crude enzim dan diinkubasi 
kembali pada suhu 60 °C selama 72 jam. Reaksi 
dimatikan dengan memanaskan sampel selama 10 
menit. Sampel disentrifugasi pada 10000 rpm, 4 oC 
selama 15 menit. Selanjutnya, Selanjutnya, 
supernatan diuji kadar gula pereduksi dengan 
metode Dinitrosalysilic acid (DNS) (Miller, 1959) 
dan gula total dengan metode fenol-asam sulfat 
(Dubois et al., 1956). 
 
Dextrose Equivalen dan Derajat Polimerisasi 
Gula hasil hidrolisis pati ditentukan nilai 
Dextrose Equivalen (DE) dan nilai Derajat 
Polimerisasi (DP). Nilai DE dihitung berdasarkan 
pembagian antara jumlah gula pereduksi dibagi 
dengan jumlah gula total dari pati (Zhao et al., 
2015). Sedangkan nilai DP dihitung berdasarkan 
pembagian gula total dengan gula pereduksi. 
Analisis gula pereduksi menggunakan metode 
DNS sedangkan analisis gula total menggunakan 
metode fenol sulfat.  
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Dextrose Equivalen (DE) = 100 x 
180
(180 x DP) − (18 x (DP − 1))
 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
Peremajaan Kultur Isolat 
Peremajaan isolat A. awamori KT-11 
dilakukan sebelum digunakan untuk mendapatkan 
kondisi isolat yang aktif sehingga optimal dalam 
memproduksi enzim. Pertumbuhan spora pada 
media PDA sudah terlihat dari hari ketiga inkubasi. 
Spora A. awamori KT-11 terlihat hitam sempurna 
setelah lima hari inkubasi (Gambar 1). Media yang 
telah dipenuhi spora siap untuk dipindahkan ke 
media yang lebih kompleks dari PDA. Komposisi 
media yang lebih kompleks dapat menginduksi 
produksi enzim amilase (Ubalua, 2014). A. awamori 
KT-11 diketahui memiliki kelompok enzim 
amilolitik seperti amilase dan glukoamilase 




Gambar 1. Aspergillus awamori KT-11 pada media 
Potato Dextrose Agar 
 
Pengaruh Kulit Singkong Sebagai Substrat 
 Sani et al., (1992) melaporkan produksi 
enzim amylase dengan memanfaatkan 2% tepung 
kulit singkong sebagai substrat. Kulit singkong 
memiliki kadar air yang tinggi sekitar 70% (Otache 
et al., 2017). Pada penelitian ini kami 
menggunakan kulit singkong segar sehingga kami 
menggunakan konsentrasi substrat yang yang lebih 
tinggi dibandingkan riset yang dilakukan oleh Sani 
et al. Penanaman isolat pada media pertumbuhan 
enzim ini dilakukan dalam beberapa konsentrasi 
substrat, yaitu 5%, 10%, 15%, 20%, 25% dan 30%. 
Konsentrasi substrat di atas 30% menyebabkan 
media menjadi padat sehingga sulit untuk 
dilakukan proses agitasi. Kelarutan pati singkong 
berkisar antara 25-48% (Moorthy, 2002) 
Perbedaan kelarutan ini dipengaruhi oleh 
karakteristik amilosa dan amilopektin pada 
singkong (Kusumayanti et al., 2015). Tahapan riset 
optimasi pemilihan konsentrasi substrat dilakukan 
hanya dengan satu variabel bebas yaitu konsentrasi 
kulit singkong tanpa ada penambahan sumber 
nitrogen. Metode riset yang dipilih adalah RAL 
karena kondisi percobaan yang bersifat homogen 
serta pengamatan dilakukan secara berulang 
(Widiharih, 2001).      
 Gambar 2 menunjukkan hasil uji aktivitas 
enzim dengan variasi konsentrasi substrat 
memperlihatkan penambahan konsentrasi substrat 
tidak dapat meningkatkan aktivitas enzim 
glukoamilase. Nilai optimumnya pada konsentrasi 
substrat 10% tanpa penambahan sumber nitrogen 
dengan aktivitas enzim sebesar 3984,94 U/L. 
Aktivitas enzim tidak bertambah lagi dan 
menunjukkan pola yang konstan pada konsentrasi 
substrat lebih dari 10%. Hal ini dapat disebabkan 
oleh media tumbuh A. awamori KT-11 yang telah 
jenuh dengan substrat, karena pemberian substrat 
yang terbatas dapat menginduksi produksi enzim 





Gambar 2. Pengaruh konsentrasi kulit singkong 
terhadap produksi glukoamilase  
 
 Wang et al. (2008) dalam penelitiannya 
menjelaskan efek konsentrasi limbah makanan 
pada aktivitas enzim glukoamilase yang dihasilkan 
oleh Aspergillus niger, aktivitas glukoamilase pada 
konsentrasi limbah makanan 1,25%, 2,50%, 3,75% 
dan 6,25% secara berturut-turut adalah 33 U/mL, 
126 U/mL, 50 U/mL dan 49 U/mL. Hal ini 
menunjukkan bahwa aktivitas enzim akan 
meningkat dan menurun seiring dengan penurunan 
nutrient dan autolisis dari substrat. 
 Hasil uji Anova pengaruh kulit singkong 
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hitung 20 lebih tinggi dibandingkan dengan F tabel 
3.  Hal ini menunjukkan bahwa variasi kulit 
singkong sebagai substrat berpengaruh terhadap 
produksi glukoamilase. Nilai P yang dihasilkan 
kurang dari 0,05 menunjukkan konsentrasi kulit 
singkong sebagai substrat memiliki pengaruh yang 
signifikan terhadap produksi glukoamilase. 
Konsentrasi kulit singkong yang mampu 
menghasilkan aktivitas glukoamilase tertinggi 
(10%) selanjutnya digunakan sebagai sumber 
karbon sebagai variabel tetap pada tahapan riset 
selanjutnya yaitu melihat pengaruh sumber 
nitrogen.  
 
Pengaruh Sumber Nitrogen  
 Sumber nitrogen yang digunakan yaitu 
kasein hidrolisat, yeast extract dan natrium nitrat 
(NaNO3). Kasein hidrolisat diketahui sebagai 
sumber nitrogen kompleks karena mengandung 
asam amino bebas dan karenanya diharapkan 
menjadi sumber yang sangat baik untuk produksi 
protein (Pedersen & Nielsen, 2000). Yeast extract 
diketahui sering digunakan sebagai sumber 
nitrogen dalam produksi protein industri (Sindhu et 
al., 2016). Natrium nitrat diketahui merupakan 
sumber nitrogen anorganik yang sering digunakan 
dalam banyak proses fermentasi (Bruinenberg et 
al., 1983; Sundarram & Krishna Murthy, 2014).  
  Gambar 3 menunjukkan bahwa aktivitas 
enzim tertinggi terdapat yeast extract dengan 
aktivitas sebesar 4617,894 U/L. Sumber nitrogen 
ini meningkatkan produktivitas glukoamilase oleh 
A. awamori KT-11dibandingkan kasein hidrolisat 
dan natrium nitrat. Hal ini dapat disebabkan oleh 
peran yeast extract sebagai sumber karbon dan 
sumber nitrogen. Bahan ini juga diketahui dapat 
menginduksi produksi amilase (Sindhu et al., 
2016).   
 Pada hasil Anova pengaruh sumber nitrogen, 
nilai F hitung lebih besar dari nilai F tabelnya serta 
nilai P kurang dari 0,05. Hasil ini membuktikan 
bahwa sumber nitrogen mempengaruhi produksi 
glukoamilase secara signifikan. Walaupun aktivitas 
glukoamilase tertinggi dihasilkan dari yeast 
extract, namun pada tahapan riset selanjutnya kami 
menggunakan natrium nitrat sebagai sumber 
nitrogen untuk produksi glukoamilase. Hal tersebut 
bertujuan untuk efisiensi biaya produksi 
glukoamilase. Harga natrium nitrat lebih murah 
daripada yeast extract, namun mampu 




Gambar 3. Pengaruh sumber nitrogen terhadap produksi 
glukoamilase dengan konsentrasi kulit singkong 10% 
 
Aplikasi Glukoamilase 
 Glukoamilase dari A. awamori KT-11 diuji 
kemampuannya untuk memproduksi gula cair 
dengan menghidrolisis pati singkong. Hidrolisis 
pati singkong menghasilkan gula sederhana berupa 
gula pereduksi, sehingga pengukuran gula 
pereduksi tersebut dapat dijadikan alat pengontrol 
kualitas hasil. Pada reaksi hidrolisis, derajat 
konversi pati menjadi dekstrosa dinyatakan dengan 
Dextrose Equivalent (DE). DE merupakan jumlah 
ujung gugus aldehid dari gula pereduksi yang ada 
dalam produk gula dibagi jumlah gula total dari 
pati (Takeiti et al., 2010). Nilai dalam penelitian 
ini sebesar 28,33% (Tabel 1).  
 
Tabel 1. Analisis sirup gula yang dihasilkan 
Parameter Nilai 
Gula Pereduksi 173,36 ± 7,3 g/L 
Gula Total 44,64 ± 0,2 g/L 
Dextrose Equivalent 
(DE) 
28,33 ± 0,7 
Derajat Polimerisasi 
(DP) 
3,88 ± 0,1 
 
Jumlah DE lebih dari 20% suatu produk 
sudah dinyatakan sebagai sirup glukosa (Hull, 
2010). Gula pereduksi 173,36 g/L menunjukkan 
bahwa dalam produk hidrolisat (filtrat) yang 
dihasilkan, terdapat gula pereduksi (glukosa) 
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menunjukkan bahwa konsentrasi gula total dalam 
produk hidrolisat pati. 
Pati yang dihidrolisis menghasilkan produk 
berupa maltodekstrin dengan nilai DE minimal 20 
(Hull, 2010). Derajat polimerisasi (DP) 
menyatakan jumlah unit monomer dalam satu 
molekul. DP 3,88 mengindikasikan banyaknya 
monomer maltotriosa-maltotetraosa dalam produk 
hidrolisat. Nilai DP dan DE dari maltodekstrin 
dalam penelitian ini sesuai dengan penelitian 
sebelumnya bahwa nilai DE 30% memiliki nilai 
DP antara 2-30. Nilai DP yang tinggi menunjukkan 
banyaknya jumlah gula monomer yang terikat 
untuk menjadi polimer. Semakin tinggi nilai DP, 
maka rantai gula tersebut semakin panjang. 
Sehingga, semakin banyak pula ruang di gula 
oligomer yang mampu mengikat air. Oleh sebab 
itu, semakin tinggi nilai DP maka produk gula 
yang dihasilkan akan lebih mudah menyerap air 
(Saavedra-Leos et al., 2015). 
 
4. KESIMPULAN 
 Media kulit singkong dapat digunakan 
sebagai pengganti media sintetik yang harganya 
cukup mahal untuk memproduksi enzim 
glukoamilase menggunakan metode submerged 
fermentasi (SmF). Aktivitas glukoamilase tertinggi 
sebesar 4617,894 U/L dihasilkan ketika 
konsentrasi substrat kulit singkong sebesar 10%, 
sumber nitrogen yang berasal dari yeast extract 
dan waktu inkubasi selama 120 jam. Hasil studi 
dengan metode RAL serta analisis ANOVA 
menunjukkan produksi glukoamilase dipengaruhi 
oleh konsentrasi kulit singkong, serta jenis 
nitrogen secara signifikan. Aplikasi dari 
glukoamilase dicoba untuk menghidrolisis pati 
singkong yang telah digelatinisasi. Glukoamilase 
yang dihasilkan mampu menghidrolisis pati 
singkong menjadi menjadi gula sederhana glukosa 
selama 72 jam dengan nilai DE 28,33% dan nilai 
DP 3,88.  
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